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Resume 


Mots cles : Myopathie de Duchenne, Cellules souches, Nanoparticules, Motilite 
cellulaire, Microscopie biphotonique. 

Afin d'evaluer le potentiel therapeutique de cellules en therapie cellulaire, il est primordial 
d'elaborer et de valider des outils pour surveiller le comportement des agents therapeutiques 
suite a leur administration. Id, nous utilisons des nanoparticules harmoniques d'oxyde de fer 
et de bismuth (BFO HNPs) pour marquer les cellules hMuStem, des cellules souches derivees 
du muscle squelettique humain amplifies in vitro et qui represented un candidat prometteur 
pour le traitement des patients atteints de la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD). Au 
cours de cette etude, nous demontrons que les nanoparticules ont peu d'effets sur la motilite 
cellulaire et que ces memes nanoparticules n'ont pas de consequences significatives sur 
I'expression des facteurs myogeniques et sur la differenciation des cellules musculaires. Ces 
resultats confortent les etudes precedentes qui ont demontre que les nanoparticules 
n'avaient pas d'effet cytotoxique sur les cellules hMuStem. Nous avons egalement confirme 
qu'il etait possible de detecter les nanoparticules harmoniques localisees dans les cellules 
hMuStem marquees, in situ dans le muscle de la souris, 24 heures apres leur administration. 
Ces resultats sont encourageants pour les etudes a venir sur la biodistribution des cellules 
hMuStem administrees par voie systemique chez les modeles animaux de la Myopathie de 
Duchenne. 

Abstract 

Key words: Duchenne Muscular Dystrophy, Stem cells. Nanoparticles, Cell motility. 

Biphotonic microscopy. 

In order to assess the therapeutic potential of cell based strategies, it is of paramount 
importance to elaborate and validate tools for monitoring the behavior of injected cells in 
terms of tissue dissemination and engraftment properties. Here, we apply bismuth ferrite 
harmonic nanoparticles (BFO HNPs) to in vitro expanded human skeletal muscle-derived stem 
cells (hMuStem cells), an attractive therapeutic avenue for patients suffering from Duchenne 
muscular dystrophy (DMD). In this work, we demonstrated that the nanoparticles have low 
effects on the cell motility and that the nanoparticles have no significatives consequences on 
the myogenic factor expression and on the muscular cell differentiation. These results are in 
accordance with the previous studies which demonstrated that the nanoparticles have no 
cytotoxic effects on the hMuStem cells. We have also confirmed that it was possible to detect 
harmonic nanoparticles localized in labeled hMuStem in situ in the mouse muscle 24 hours 
after the administration. These results are encouraging for future studies on the biodistribution of 
hMuStem cells following systemic administration in animal models of Duchenne Muscular Dystrophy. 



Liste des abreviations. sigles et acronvmes : 


BFO: Bismuth ferrite oxyde 

DMD: Dystrophie Musculaire de Duchenne 

GaAsP: Gallium arsenide phospide detector 

HNPs: Harmonic Nanoparticules 

PEG: Polyethylene glycol 

PMT: Photomultiplicateur 

SHG: Second Harmonic Generation 

THG: Third Harmonic Generation 

MDSC: myeloid-derived suppressor cells 

NIR: Near Infra-Red 



Introduction 


I) Contexte dans lequel s'inscrit le stage 

1-1) Presentation de la structure d'accueil 

La structure d'accueil de ce stage est une structure mixte de recherche sous la tutelle de I'lNRA 
et d'Oniris. Les activites de l'UMR703 PAnTher se focalisent sur la Physiopathologie Animale 
et la Biotherapie du muscle et du systeme nerveux. Ses principales activites se repartissent 
entre deux grands axes: 

L'un concerne la recherche et la mise en place de strategies therapeutiques pour traiter la 
myopathie de Duchenne sous la direction de Karl ROUGER. 

Le second concerne la mise en place de strategies therapeutiques pour traiter les maladies 
neuro-degeneratives et plus particulierement la maladie de Pompe et I'Amyotrophie Spinale 
sous la direction de Marie-Anne COLLE. 

Les strategies therapeutiques sont validees sur des modeles animaux de petite taille (modele 
murins) et de grande taille (chiens, primates non humains) avec pour objectif de conforter les 
protocoles developpes et de mettre en place progressivement des essais precliniques chez 
I'homme. 

De plus, est adossee a l'UMR703, une plateforme d'expertise en histopathologie et bio- 
imagerie de fluorescence. La plateforme APEX animee par Thibault LARCHER pour la 
composante "pathologie veterinaire" et par Laurence DUBREIL pour la composante "Bio- 
imagerie de Fluorescence", ouverte aux academiques et entreprises, apporte egalement un 
veritable soutien aux activites de recherche de l'UMR703. 

1-21 Contexte scientifique 

La myopathie de Duchenne (DMD) est une maladie autosomale recessive liee au chromosome 
X et de ce fait se declare uniquement chez les gargons a raison de 1 gargon atteint sur 5000 


naissances. 





Cette pathologie liee a la mutation du gene codant la dystrophine a pour principales 
consequences d'entrainer progressivement une faiblesse musculaire, et une faiblesse 
cardiaque avec une mort prematuree des patients vers I'age de 30 ans. 

La dystrophine est situee sous la membrane du sarcolemme et possede deux domaines 
principaux de liaisons Tun en N-terminal qui lui permet de se fixer a I'actine et I'autre en C- 
terminal qui lui permet de se fixer au complexe DAPC (voir Figure 1). 



Figure 1; Representation de /'organisation de la Dystrophine et de ses proteines associees 

dans le sarcolemme. 

http://dmnn. biologists.org/content/8/3/195 


L'absence de dystrophine entraine une perte d'integrite membranaire, une succession 
de cycles necrose - regeneration et une atrophie musculaire progressive generale est 
observee. Le tissu musculaire dystrophique est le siege d'une reaction inflammatoire et il sera 
progressivement remplace par un tissu fibreux et adipeux. La DMD atteind un gargon 
nouveau-ne sur 5000 et reste aujourd'hui sans traitement curatif, avec un deces des patients 
entre 20 et 30 ans. Parallelement a des strategies pharmacologiques qui visent a ralentir 
devolution de la pathologie, des approches de therapie cellulaire et genique font aujourd'hui 
partie des axes therapeutiques prometteurs (Govoni et al, 2013). 

L'UMR 703 a identifie et caracterise une population de cellules souches musculaires adultes 
sur la base d'une propriete d'adherence tardive, par un protocole de preplating. Cette 
population, nommee cMuStem (c pour canin), est capable d'auto-renouvellement et de 
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differenciation en myocytes, osteocytes et adipocytes. Le laboratoire a montre que 
I'administration de ces cellules MuStem ralentit la degradation du phenotype clinique general 
des chiens myopathes (Rouger et al, 2011). 

Suite a la validation therapeutique de ces cellules souches adultes musculaires sur le modele 
canin de DMD, I'equipe de Karl Rouger a cherche a isoler et caracteriser une population 
cellulaire similaire chez I'homme et ceci a partir de biopsies musculaires de donneurs sains. 
Les hMuStem sont maintenant bien caracterisees en termes de pouvoir proliferate et de 
phenotype. Elies ont ete administrees chez la souris et il a ete demontre qu'elles etaient 
capables d'apporter la dystrophine humaine dans le muscle de souris (These de Judith Lorant, 
2016). Compte tenu de ces resultats, ces cellules hMustem constituent de veritables 
candidates therapeutiques pour traiter la myopathie de Duchenne chez I'Homme. II est 
cependant indispensable d'avoir des informations sur la biodistribution des cellules hMuStem 
post-administration avant de pouvoir les proposer en preclinique. 

C'est dans ce contexte scientifique que I'UMR a developpe une collaboration avec Luigi 
Bonacina de I'Universite de Geneve et Sandrine Gerber de I'Ecole Polytechnique de Lausanne, 
tous deux impliques dans le developpement de nouvelles nanoparticules constitutes de 
Bismuth et d'oxyde de Fer (BFO) capables de penetrer facilement dans les cellules et 
susceptibles d'etre imagees dans les tissus de par leur brillance detectable en microscopie 
biphotonique. Une premiere etude a consiste a montrer que les cellules hMuStem etaient 
capables d'internaliser les nanoparticules harmoniques BFO sans avoir d'effets negatifs sur la 
proliferation cellulaire et que ces nanoparticules pouvaient etre ensuite imagees dans le 
muscle injecte avec les cellules hMuStem chargees de nanoparticules (Dubreil et al., 2017). 

1-3) Objectifs du stage 

L'objectif principal de ce stage est la mise en place de tests permettant de valider I'effet 
cytotoxique ou non des nanoparticules sur les cellules hMuStem et de confirmer la possibility 
d'imager les cellules hMuStem in situ dans les muscles chez la souris et ceci 24 heures apres 
leur administration. Deux parametres devaluation de I'effet des 
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nanoparticules sur les cellules ont ete analyses, (i) I'effet des nanoparticules sur la motilite des 
cellules hMuStem, (ii) I'effet des nanoparticules sur la differentiation cellulaire par le suivi de 
I'expression des facteurs myogeniques dans les cellules en absence et en presence de 
nanoparticules. 

Materiel et Methodes 

I Materiel 

1-1) Les nanoparticules harmoniques BFO 

1-1-1) Definition et generation des signaux d'harmoniques 

Les signaux harmoniques de seconde (SHG) et troisieme harmonique (THG) sont des 
phenomenes optiques qualifies de non lineaires et agissent ainsi comme source de contraste. 
Les signaux harmoniques sont generees uniquement a partir d'une excitation 
multiphotonique, biphotonique pour les signaux de SHG et triphotonique pour les signaux de 
THG ceci implique I'utilisation d'un laser pulse femtoseconde. Lorsque I'excitation est 
multiphotonique Le diagramme de Jablonski classique est modifie comme illustre en figure 
2. Les molecules biologiques qui produisent majoritairement des signaux de SHG sont le 
collagene fibrillaire de type 1 et la myosine car elles ne presentent pas de centrosymetrie 
(Debarre et al., 2006). La THG est generee au niveau des interfaces (air/eau, eau/lipide) due 
aux differences d'indices permettant d'imager les vesicules lipidiques, les adipocytes dans un 
tissu (Debarre et al., 2006). 

La reponse de ces signaux est tres fine et precise ce qui permet de les distinguer 
comparativement a remission de fluorescence d'un fluorochrome suite a une excitation 
biphotonique (figure 2). 

Les nanoparticules harmoniques BFO developpees par Luigi Bonacina et utilisees pour 
marquer les cellules dans le cadre de I'etude seront clairement identifies dans les cellules 
et/ou le tissu car elles produisent a la fois des signaux de SHG et THG (Bonacina, 2012). 
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Figure 2 ; Diagramme de Jablonski simplifie avec representation des 
signaux SHG dans le jaune, THG dans le bleu et Temission de fluorescence dans le vert 
a partir d'une source d'excitation multiphotonique a la longueur d'onde 1200 nm 
(Illustration tiree du livre Microscopy and imaging science, Editor: A. Mendez-Vilas 
P293-299) 


1-1-2) Description des nanoparticules harmoniques BFO 

Les nanoparticules BFO constitutes de Ferrite et de Bismuth, utilisees pour marquer les 
cellules hMuStem ont ete congues par Luigi Bonacian physicien a I'Universite de Geneve et 
fonctionnalisees par Sandrine GERBER, chimiste a I'Ecole Polytechnique de Lausanne (figure 
3). 



Figure 3 : a-b, Schema representant I'agencement des cristaux de Bismuth-Ferrite, c, Les 
nanoparticules greffees avec un groupement polyethyleneglycol. La taille des nanoparticules 
oscille entre 100 et 120 nm. (Bonacina et al., 2012) 

Le choix de ces nanoparticules est motive par la necessity d'imager les cellules sur une 
profondeur maximale et de pouvoir differencier sans difficulty le signal tres brillant des 
nanoparticules du bruit endogene genere par le tissu. Les BFO du fait de leur structure sont 
capables de generer simultanement des signaux de seconde et troisieme harmonique, tres 
brillants et tres stables ne presentant aucune contrainte pour la longueur d'onde d'excitation 
(figure 4). Les BFO sont des outils tres interessants pour suivre des cellules marquees dans le 
tissus animal (i) parce qu'elles peuvent etre imagees sans ambiguTte dans 
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dans des tissus autofluorescents du fait de leur forte brillante, independante de la 
fluorescence (ii) parce que leurs doubles proprietes harmoniques (SHG+THG) les rendent 
distinctes des structures biologiques capables de generer uniquement de la SHG (collagene) 
et/ou uniquement de la THG (tissu adipeux) (Dubreil et al.., 2017). 



Figure 4 : Representation de 1'emission des signaux de SHG et THG par les nanoparticules 
www.nccr-must.ch/highlight/wolf bonacina 352016.html 

Des molecules de polyethylene glycol ont ete greffees sur les nanoparticules BFO par I'equipe 
de Sandrine Gerber de I'EPFL afin d'ameliorer leur internalisation dans les cellules (Bonacina 
et al., 2012) et reduire leur cytotoxicite (Staedlher et al, 2015) 

1-2) Les cellules hMuStem 

I-2-l) Identification des cellules hMuStem 


Les cellules hMuStem ont ete extraites a partir de biopsies musculaires en provenance de 4 
donneurs sains (tableau 1) selon le protocole decrit dans la figure 5. 


Identification des lots de 

cellules hMuStem 

Age du donneur 

Type de muscle 

34 

18 ans 

Paravertebral 

53 

13 ans 

Paravertebral 

69 

15 ans 

Paravertebral 

71 

15 ans 

Paravertebral 


Tableau 1 : identification des lots de cellules hMuStem isoles a partir de muscles 
paravertebraux 
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Figure 5 :_lsolement de cellules souches et progeniteurs cellulaires derives du muscle squelettique 
humain[ki] (these de Florence ROBRIQ.UET 2015) 

1-2-2) Expression des facteurs myogeniques chez les cellules hMuStem 

Au cours de leur differenciation myogenique, les cellules hMuStem expriment de fatpon 
sequentielle et progressive les facteurs myogeniques Pax7, Myf5 MyoD et la myogenine notee 
MyoG par la suite. Pax7 est le facteur de determination myogenique tandis que Myf5 et MyoD 
sont des facteurs de regulation de la myogenese. Myogenine et myosine sont quant a eux des 
marqueurs de I'engagement dans la phase de differenciation. 


b Quicitcnce 


Proliferation 


Lame Basale 
Auto-Renouvelement 

o 


Engagement 

Tmyfs 


Cellules souche satellites 


CAX/ MWS . 

. O 

Cellules souches 
engagees 


. MYOD 

Activation A 
‘MYOD^q 




PAX/MYFS-MYOO* 


Differentiation 


1 PAX7 T MRF4 

* M> 09 cnin MYHC 

- 

- <i>» ■— — - 

Myocytes 

MYOD'myogenin - 


Figure 6 : Schema representant I'activation sequentielle des facteurs genetiques exprimes par 
les precurseurs myogeniques. (Wang and Rudnicki, 2012) 
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1-3) Experimentation animate 

1-3-1) Injection intramusculaire des cellules hMuStem chez la souris 

Trois souris agees de 3 mois (souris souche 129) ont ete anesthesiees avec une injection 
intraperitoneale (0,1 ml/20 g de poids corporel) d'une solution contenant 100 mg/ml de 
ketamine (Merial, Lyon, France) et 20 mg / mL Rompun 2% (Bayer, Puteaux, France). Des 
injections intramusculaires de cellules hMuStem ont ete effectuees dans le tibial cranial et le 
muscle gastrocnemien (250 000 cellules par injection, remises en suspension dans 15 pi de 
PBS, injection a J4 avec 12,5 pg/ml de nanoparticules). Les souris sont euthanasiees 24 heures 
apres les injections. Les muscles injectes sont preleves et congeles dans I'isopentane refroidit 
avec de I'azote liquide. Un tibial de souris injectee est directement fixe dans le PFA dans 
I'objectif de realiser des observations sur muscle entier transparise. 



Figure 7 : Injection intramusculaire des cellules hMuStem chez la souris, congelation et coupes 
au cryostat 


II Methodes 

II-l) Etude de l'effet des nanoparticules sur le comportement des cellules 
hMuStem 

II-l-l) Etude de la motilite des cellules par videomicroscopie 
II-l-l-l) Preparation des cellules 

Les cellules sont cultivees dans un milieu de proliferation (composition non divulguee pour 
des raisons de valorisation). La densite cellulaire est alors de 5 000 cellules /cm . 
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Trois ou quatre jours plus tard les cellules sont mises en contact 1 nuit avec les nanoparticules 
(12,5 pg/ml). Le surnageant de culture est ensuite remplace par du milieu de culture frais 
(figure 8). 


Decollement 


Decongelation Comptage (incubation 37*C) 

(Malassez) 



Figure 8 : Schema detaillant la procedure de preparation des lamelles Cytoo 


Les lots cellulaires analyses sont numeres et 100 pi de suspension cellulaire sont deposes a la 
meme concentration (3000 cellules pour 100 uL) sur des lamelles de verres recouvertes de 
rails de 20 pm de large contenant de la fibronectine (Lamelle Cytoo (19.5 mmX19.5 mm) de la 
societe, Miratec (Grenoble), La chambre cytoo separee en quatre compartiments peut 
contenir 4 echantillons differents. (cf figure 9) 



Milieu de culture 



Lame de verre 



Rail de fibronectine 

Cellules 


Chambre Cytoo 

Figure 9: Lamelle Cytoo et chambre pour etudier la motilite des cellules hMuStem. 
Taille des rails 20 pm. 


Le deplacement des cellules en presence et en absence de nanoparticules est etudie a J1 et J4 


(J1,1 jour post marquage; J4,4 jours postmarquage), ce qui fait 16 echantillons a analyser, (cf 


tableau 2) 


Lots cellulaires 

69P4 

34P4 

53P4 

71P4 

Avec Nano 

J1/J4 

J1/J4 

J1/J4 

J1/J4 

Sans Nano 

J1/J4 

J1/J4 

J1/J4 

J1/J4 


Tableau 2 : echantillons analyses en videomicroscopie a J1 et J4, nombre de jour 
postincubation. 
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Le microscope utilise est un Axioobserver 2.1 commercialise par la societe Zeiss, dote d'une 
chambre thermostatee pour que les cellules soient alimentees avec 5% de C02 et 
thermostatees a 37°C. L'objectif utilise est un objectif a sec grossissement 10X (ON:0.5 WD: 
26mm). La camera utilisee est une EMCCD congue par Rolera. Afin de parametrer 
correctement I'acquisition, plusieurs criteres doivent etre renseignes : 

-I'intervalle de temps au bout duquel I'acquisition est faite (10 minutes), le canal d'interet 
(brightfield), les regions qui seront imagees, la duree totale de I'experience, la configuration 
des acquisitions afin de pouvoir bien identifier la disposition des populations, et d'ajuster le 
bon plan focal en z. 

Un test preliminaire est realise pour verifier le bon deplacement de la platine, les acquisitions 
en Z, avant de lancer I'experimentation pour 24 heures. Quelques etapes de preparation des 
data sont necessaires avant de pouvoir proceder aux analyses de motilite cellulaire sous image 
j, celles-ci sont resumees dans les annexes. Le plugin de tracking manuel developpe par Fabrice 
Cordeliere est utilise pour analyser les distances parcourues 

par les cellules hMuStem au cours du temps 

(https://imagej.nih.gov/ij/plugins/track/ManualTrackingplugin.pdf). Les donnees sont ensuite 
exportees et mises en forme dans excel. La mise en forme des donnees est indispensable pour 
que celles-ci soient analysees sous R par Chantal Thorin, Professeur Statisticienne a Oniris 
(exemple de tableau de donnees en annexe) 


II-1-2) Etude de l’expression des facteurs myogeniques par 
immunocytochimie et microscopie biphotonique 

Les cellules hMuStem incubees ou non avec des nanoparticules sont cultivees pendant 4 jours 
en boite de petri 3.5 mm. A J4, les cellules sont fixees et subissent des immunomarquages 
pour mettre en evidence I'effet ou non des nanoparticules sur les facteurs myogeniques. Les 
etapes realisees au cours des immunomarquages sont les suivantes, fixation au PFA 4% 10 
min, ringages au PBS 3X5 min, permeabilisation TX100 0.3% 20 min a 4°C, ringage au PBS 3X5 
min, saturation dans une solution de serum de chevre 5% 
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en solution de permeabilisation lh a T° ambiante, incubation avec I'anticorps primaire 1 heure 
a 37°C. 

Les anticorps primaires sont : I'anticorps monoclonal de souris anti pax 7 (HBANK) dilue au 
1/10, I'anticorps polyclonal de lapin anti myf 5 (Ref abl25078, ABCAM) dilue au 1/200, 
I'anticorps monoclonal de souris anti myoDl (Ref: M3512, DAKO) dilue au 1/10, I'anticorps 
monoclonal de souris anti myogenine F5D (H-BANK) dilue au 1/10. Trois ringages de 5 min sont 
effectues dans le PBS et I'anticorps secondaire est incube une heure a T° ambiante (Goat anti 
mouse Alexa555 pour Pax7, Myod et Myogenine - dilution 1/500 (A21424, Invitrogen), Goat 
anti rabbit Alexa 555 pour myf5- dilution 1/500 (A21429, Invitrogen ). Les cellules sont ensuite 
rincees et les noyaux centre colores au DAPI (1/1000 dans de I'eau distillee, 15 min T°A). [k 2 ] 

II-1-3) Etude de la differenciation cellulaire par immunocytochimie 

Les cellules hMuStem en presence ou non de nanoparticules sont cultivees dans un milieu 
deplete en serum pour accelerer le mecanisme de differenciation. A J4, les cellules 
differenciees sont fixees au PFA 4% et immunomarquees avec I'anticorps anti myogenine 
(1/10) et anti myosine (MF20, H-Bank) dilue au 1/ 500[i3][i4]][ksj en suivant le protocole decrit 
precedemment (Anticorps secondaire : goat anti mouse Alexa555) 

II-1-4) Observation en microscopie biphotonique des Icellules[i6] 
immunomarquees 

Le microscope biphotonique utilise est un Nikon A1RMP equipe d'un laser pulse femtoseconde 
Insight Deep See (680-1300 nm) dote d'une raie fixe a 1040nm. (voir figure 10). Le microscope 
est equipe de 4 detecteurs non descannes dont 3 GaAsp et 1 PMT . 

Les acquisitions ont ete realisees avec I'objectif 25X, WD=2mm, ON:l.l. Les filtres utilises a 
remission sont (1)400-492 pour le canal bleu, (2) 500-550nm pour la canal vert, (3) 563-588nm 
pour le canal jaune et (4) 601-657nm pour le canal rouge (figure 10). 
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Figure 10 : Microscope A1RMP Nikon de la plateforme APEX (Illustration tiree de Microscopy 

and Imaging Science Book, 2017 page) 

En microscopie biphotonique il est possible d'acceder a plusieurs contrastes. Ainsi les photons 
qui viennent exciter simultanement une molecule peuvent etre source de fluorescence ou 
source de SHG ou THG en fonction de la nature des molecules excitees comme decrit sur la 
figure 11. 



Figure 11 : Generation de fluorescence et de signaux harmonique a partir de I'excitation 
multiphotonique. 

https://www.semrock.eom/Data/Sites/l/semrockimages/technotes_images/nlo_fig_l.jpg 


Le laser Insight Deepsee comporte une raie accordable entre 820 et 1300 nm et une raie fixe 
a 1040 nm. Les images ont ete realisees a partir d'une excitation sequentielle a 820 nm (DAPI 
et SHG des nanoparticules dans le canal bleu) et a 1040 nm (SHG des nanoparticules dans le 
canal vert et fluorescence de I'Alexa 555 dans le canal jaune). Le tableau 3 ci-dessous 
renseigne sur les configurations utilisees lors de I'acquisition des images presentees dans les 
figures 15 et 16. 
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Figures 

A 

d'Excitation 

Bleu 

Vert 

Jaune 

13 

820nm 

1040nm 

DAPI et SHG exc 

820nm 

(415/10) 

(525/50) 

(575/25) 

15 

820nm 

1040nm 

DAPI et SHG 

exc820nm 

(415/10) 

(525/50) 

(575/25) 


Tableau 3 : Configuration optiques utilisees pour les acquisitions des images illustrees en 
figures 13 et 15 

Les cellules positives pour les marqueurs myogeniques sont denombrees en realisant un 
seuillage fixe a partir d'une coupe avec un marquage positif et d'une coupe controle negatif 
(absence d'anticorps secondaire). 

L'automatisation de I'analyse des images a ete possible grace au developpement d'une macro 
sur image j detaillee en annexe. 

II-2)Tracking des cellules MuStems dans le muscle de souris, 24h post 
administration 

II-2-1) Immunomarquage de la lamine A/C 

Les sections transversales du muscle sont soumises a I'immunomarquage de la lamine A/C, 
proteine de la membrane nucleaire des cellules humaines. La revelation de 
I'immunomarquage est realisee grace a I'utilisation d'un anticorps primaire de souris anti 
lamine A/C dilue au 1/500 et un anticorps secondaire de chevre anti souris couple a I'Alexa 
555 (protocole decrit en annexe). 

II-2-2) Observation des coupes de tissus en microscopie biphotonique 

Les signaux THG et SHG generes par les nanoparticules sont images respectivement a 1240 
nm et 820 nm avec un filtre d'emission a 415/10. Pour verifier la specificite des signaux 
harmoniques les longueurs d'onde 1300 nm et 900 nm sont egalement testees a I'excitation 
donnant un signal nul a remission du fait que le filtre a remission soit tres etroit 415/10. 
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Pour imager la SHG, la THG et I'Alexa 555 sur la meme coupe, la double excitation sequentielle 
1040/1300 est utilisee avec une recuperation du signal emis dans le canal bleu pour la THG 
generee a partir de I'excitation a 1300 nm, dans le canal vert pour la SHG generee a partir de 
I'excitation a 1040nm, dans le canal jaune pour I'Alexa 555 a partir de I'excitation a 1040 nm, 
dans le canal rouge pour la SHG generee a partir de I'excitation a 1300nm (tableau 4). 


Figure 

18 

Excitation 

Emission 

Emission 

Emission 
canal rouge 

a, e 

820nm/1040 nm 

SHG 820nm (415/10) 



b et f 

1240nm/1040nm 

THG exc 1240nm (415/10) 


SHG exc 

1240nm 
(601/657 nm) 

c 

900nm/1040 nm 

Pas de SHG a 900nm, filtre 
(415/10) 



d 

1300nm/1040nm 

Pas de signaux THG exc 

1300nm avec (415/10) 




Tableau 4 : Configuration optiques utilisees pour les acquisitions des images illustrees en 
figure 18 


Resultats 

I) Effet des nanoparticules sur la motilite des cellules hMuStem 

Les distances parcourues par les cellules hMuStem en absence et/ou en presence des 
nanoparticules BFO ont ete analysees a t2heures, t5heures, t8heures et tlOheures, pour les 4 
lots cellulaires 34, 53, 69, 71 a J1 (1 jour post-incubation) et J4 (4 jours post incubation) (figure 
12 ). 
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J1 


J4 




Figure 12 : Moyennes des distances parcourues [pm) calculees a t2h, t5h, t8h, tlOh 
pour chaque lot avec et sans nanoparticules a J1 et J4 (n=30 cellules par lot). 


L'analyse des donnees de biostatistique demontre que les quatre populations cellulaires ont 
des comportements tres heterogenes en absence et en presence des nanoparticules. 
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En effets plusieurs modeles statistiques ont ete testes sur R par un enseignat chercheur avec 
une expertise en staitistique, et I'utilisation d'un modele de regression lineaire (Ime: 
regression lineaire de donnees non independantes) a effets mixtes s'est averee infructueuse, 
a I'exception de la population 34. Pour ce modele est calculee la somme des regressions par 
cellule. Pour la population 34, la pente de la droite du lot « sans nanos » est superieure a la 
borne sup de I'intervalle de confiance a 95% des « avec nanos », la distance parcourue par les 
cellules non traitees avec les nanoparticules est done significativement superieure a celle des 
cellules traitees. Pour les autres populations, les graphes illustrent des comportements tres 
differents selon les lots. La moderation selon un modele lineaire n'est pas pertinente et on 
peut se demander s'il existe une relation lineaire entre la distance parcourue et le temps. Pour 
I'analyse des donnees, il ne reste qu'a s'en tenir a une analyse temps par temps et realiser les 
tests de comparaison des distances moyennes parcourues par les cellules (a un temps donne) 
dans chaque situation experimental (test de student). 

Selon I'hypothese nulle HO il n'y a pas de difference significative entre les valeurs moyennes 
avec et sans nanoparticules (p>0,005). Selon I'hypothese alternative HI il y a une difference 
significative entre les moyennes avec et sans nanoparticules (p<0,005). Les moyennes sont 
comparees lot par lot avec et sans nanoparticules. 


Pour les calculs du coefficient de student, la formule utilisee est la suivante: 


Xi - x 2 



Ou xi est la moyenne du groupe (exemple lot 34 sans nanoparticule a t2heures) 

X 2 la moyenne du second groupe (exemple lot 34 avec nanoparticules a 

t2heures) Si 2 est la deviation standard du premier groupe S 2 2 la deviation 
standard du second groupe 
Ni le nombre d'echantillons du premier groupe 
N 2 le nombre d'echantillons du second groupe 

Les tableaux de resultats sont dans les annexes. 

Les analyses statistiques (test de student) ont ete effectuees sur les distances moyennes 
parcourues par les cellules hMuStem a t2h, t5h, t8h et tlOh avec et sans nanoparticules et ceci 
lot par lot en absence et/ou en presence des nanoparticules. 
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Jl (+J1 post 
incubation avec les 
nanoparticules) 

T2h 

T5h 

T8h 

TlOh 

34 avec et sans 
nanoparticules 

p>0,005 

pas de difference 
significative 

p>0,005 

pas de difference 
significative 

p>0,005 

pas de difference 
significative 

p>0,005 

pas de difference 
significative 

69 avec et sans 
nanoparticules 

p>0,005 

pas de difference 
significative 

p>0,005 

pas de difference 
significative 

p>0,005 

pas de difference 
significative 

p>0,005 

pas de difference 
significative 

53 avec et sans 
nanoparticules 

P<0,005 

difference 

significative 

P<0,005 

difference significative 

P<0,005 

difference 

significative 

P<0,005 

difference 

significative 

71 avec et sans 
nanoparticules 

p>0,005 

pas de difference 
significative 

p>0,005 

pas de difference 
significative 

p>0,005 

pas de difference 
significative 

p>0,005 

pas de difference 
significative 


Tableau 5 : resultats des tests de student realises lot pat lot aux 4 temps, au stade Jl (1 jour 
post incubation avec les nanoparticules) 


J4 (J+4 post 
incubation avec les 

nanoparticules 

T2h 

T5h 

T8h 

TlOh 

34 avec et sans 
nanoparticules 

P<0,005 

difference 

significative 

P<0,005 

difference 

significative 

P<0,005 

difference 

significative 

P<0,005 

difference 

significative 

69 avec et sans 
naoparticules 

p>0,005 

pas de difference 
significative 

p>0,005 

pas de difference 
significative 

p>0,005 

pas de difference 
significative 

p>0,005 

pas de difference 
significative 

53 avec et sans 
nanoparticules 

P<0,005 

difference 

significative 

P<0,005 

difference 

significative 

P<0,005 

difference 

significative 

P<0,005 

difference 

significative 

71 avec et sans 
nanoparticules 

p>0,005 

pas de difference 
significative 

p>0,005 

pas de difference 
significative 

p>0,005 

pas de difference 
significative 

P<0,005 

difference 

significative 


Tableau 6 : resultats des tests de student realises lot pat lot aux 4 temps, au stade J4 (4 
jours post incobation avec les nanoparticules) 


Synthese des resultats obtenues a Tissue des analyses statistiques 

34 II n'y a pas de difference significative avec et sans nano a Jl, differences significatives 
a J4 ou les cellules avec nanoparticules sont moins mobiles comparees aux cellules 
sans nanoparticules et ce quelque soit le temps de mesure (t2h a tlOh). 
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53 


Ilya des differences significatives avec et sans nanoparticules a J1 et J4, les cellules 
avec nanoparticules sont moins mobiles. 

69 II n'y a pas de differences significatives avec et sans nanoparticules a J1 et J4. 

71 II n'y a pas de differences significatives a J1 et J 4 exception faite a J4 tlOheures ou 

les cellules avec nanoparticules sont moins mobiles. 

Les nanoparticules ont tendance a ralentir les cellules hMuStem lorsqu'elles ont un effet 
significatif sur la motilite des cellules. Ce ralentissement peut atteindre un facteur 2 pour le 
lot cellulaire 53 des Jl. Par contre, la motilite des lots cellulaires 69 et 71 n'est pas ou peu 
modifiee par la presence des nanoparticules. Cet effet variable des nanoparticules sur les 
differents lots des cellules hMuStem ne semble pas lie a la nature des lots analyses tous issus 
du muscle paravertebral de jeunesdonneurs sains ages de 13 ans a 18 ans et doncsusceptibles 
d'etre tres peu differents (tableau 1). II n'est pas exclu que I'heterogeneite de charge en 
nanoparticules des cellules puisse expliquer ces effets variables des nanoparticules sur la 
motilite des cellules. II serait interessant de connaitre la charge en nanoparticules des cellules 
analysees afin de verifier cette hypothese. Cette experimentation n'est pas envisageable pour 
le moment car le videomicroscope n'est pas multiphotonique et le microscope MP n'est pas 
equipe d'un systeme avec C02 et temperature controles. II est egalement interessant de noter 
que le ralentissement des cellules hMuStem par les nanoparticules est observe a J4 et non a 
Jl. Une connaissance plus precise du temps de latence permettrait de mieux connaitre 
I'impact des nanoparticules sur la migration des cellules hMuStem post administration in vivo. 
Pour cela des experiences complementaires devront etre realisees a J2 et J3. 

II) Effet des nanoparticules sur l’expression des facteurs myogeniques 

Les cellules hMuStem en presence ou non de nanoparticules sont tres peu pax7 positives et 
tres peu myf5 positives. Elies apparaissent engagees dans la voie myogenique avec un grand 
nombre de noyaux Myod et Myogenine positifs. La quantification des cellules positives pour 
les 4 facteurs myogeniques a ete realisee avec image J en utilisant un seuillage fixe pour 
chaque marqueur en verifiant I'absence de signal sur les cellules controle non marquees. 
L'automatisation de I'analyse des images a ete possible grace au developpement d'une macro 
sur image j detaillee dans I'annexe. 


18 


Avec HNPs 


Sans HNPs 


ACIIaire seul 



Figure 13 a) Pax7 en jaune, cellules hMuStem avec nanoparticules, b) pax7 en jaune, 
cellules hMuStem sans nanoparticule, c) controle sans Aclaire. d) myf5 en jaune, cellules 
hMuStem avec nanoparticule, e) myf5 en jaune, cellules hMuStem sans nanoparticule, f] 
controle sans Aclaire. g) myod en jaune, cellules hMuStem avec nanoparticules, h) myod 
en jaune, cellules hMuStem sans nanoparticule, i) controle sans Aclaire. k) myod en jaune, 
cellules hMuStem avec nanoparticules, 1) myod en jaune, cellules hMuStem sans 
nanoparticule, m) controle sans Aclaire. Echelle 100 gm. 


19 















Pourcentage de cellules positives pour 
PAX7 en absence et en presence de 
nanoparticules 
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Figure 14 : Effet des nanoparticules sur l'expression des facteurs myogeniques Pax7, 
Myf5 et MyoD. AN : avec nanoparticules, SN : sans nanoparticules. 


L'effet des nanoparticules sur l'expression des facteurs myogeniques dans les cellules 
hMuStem n'est pas systematique. La population 69 exprime davantage le facteur Pax7 en 
absence de nanoparticules alors que les autres lots cellulaires sont tous Pax7 neg avec et sans 
nanoparticules. La population 71 exprime davantage Myf5 en presence de nanoparticules 
alors qu'aucune difference n'est observee pour les autres lots. L'expression du facteur 
myogenique MyoD n'est pas modifiee en presence des nanoparticules. 
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Ill) Effet des nanoparticules sur la differentiation cellulaire 

L’expression de la myogenine et de la myosine sont analysees sur les cellules 
hMuStem differenciees et fixees a J4. 


AvecHNPs Sans HNPs ACIIaireseuI 




Figure 15 a) Myogenine en jaune, cellules hMuStem avec nanoparticule, b) Myogenine en 
jaune, cellules hMuStem sans nanoparticule c) controle sans Aclaire. d) myosine en jaune, 
cellules hMuStem avec nanoparticules, e) myosine en jaune, cellules hMuStem sans 
nanoparticule, f) controle sans Aclaire. Echelle 100 gm pour Myog, 200 gm pour MF20 


Pourcentage de cellules positives 
pour 

Myogenine 




34 

53 

69 
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21,37 
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15,98 


Pourcentage de cellules positives 
pour MF20, myosine 
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| ■ AN 19,07 31,25 30,00 

■SN 23,49 28,98 32,53 


Figure 16 : Effet des nanoparticules sur l’expression de la differentiation cellulaire. AN : 
avec nanoparticules, SN : sans nanoparticules. 
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Les nanoparticules n’ont pas d’effet significatif sur l’expression de la myogenine et de la 
myosine par les cellules hMuStem, exception faite pour le lot 69 qui exprime davantage 
la myogenine en presence de nanoparticules. Le lot 69 s’est montre egalement atypique 
dans l'expression de Pax7 en presence de nanoparticules (paragraphe precedent). Un 
nombre plus important de lots devra etre analyse afin de conclure sur l’effet des 
nanoparticules sur l’expression des facteurs myogeniques et la differenciation des 
cellules hMuStem en cellules musculaires. 

IV) Tracking des cellules hMuStem dans le muscle de souris injectees 

Les cellules hMuStem marquees avec les nanoparticules ont ete localisees in situ dans le 
muscle de souris, 24 heures apres leur administration intramusculaire. Les premieres 
observations ont ete realisees en microscopie de fluorescence grace au marquage 
fluorescence de la lamine A/C, marqueur specifique des noyaux des cellules humaines 
(figure 17). Les cellules humaines sont regroupees en amas dans le tissu interstitiel du 
muscle. 



Figure 17 Coupe transversale de muscle de souris, 24 heures apres l’administration 
intramusculaire des cellules hMuStem. Observation au microscope a fluorescence en 
champ large. En vert autofluorescence du muscle. En rouge, immunomarquage de la 
lamine A/C, proteine membranaire du noyau des cellules humaines. Echelle 200 pm. 


Les nanoparticules localisees dans les cellules hMuStem sont nettement observables dans 
le muscle injecte 24 heures apres administration grace a la microscopie biphotonique 
(figure 18). II n’a pas ete observe de difference entre la localisation 
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cellulaire des cellules hMustem dans le muscle lorsqu’elles sont avec des nanoparticules 
(a] et sans nanoparticule (e et f). 
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Filtre a remission etroit 415/10, canal bleu 


Figure 18 a) lamine A/C en jaune, hMuStem avec nanoparticules (SHG dans le canal bleu) 
b) lamine A/C en jaune, hMuStem avec nanoparticules, THG dans le canal bleu, SHG dans 
le canal rouge d) lamine A/C en jaune, hMuStem avec nanoparticules. Pas de SHG dans le 
canal bleu, Filtre d’emission trop etroit pour recuperer de la SHG a partir d’une Exc a 900 
nm e) lamine A/C en jaune, hMuStem avec nanoparticules. Pas de THG dans le canal bleu, 
Filtre d’emission trop etroit pour recuperer de la SHG a partir d’une Exc a 1300 nm f) 
controle sans nanoparticules Exc 820nm pour imager la SHG recoltee dans le filtre 
415/10, absence de nanoparticules, pas de signal dans le canal bleu g) controle sans 
nanoparticules Exc 1240nm pour imager la THG recoltee dans le filtre 415/10, absence 
de nanoparticules, pas de signal dans le canal bleu Echelle x gm. 
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Discussion 

Pour qu'un agent de therapie cellulaire puisse etre propose en clinique, il est necessaire de 
connaitre parfaitement ses proprietes de proliferation, differentiation et sa biodistribution 
dans les tissus suite a son administration afin d'evaluer objectivement le potentiel 
therapeutique de I'agent et de connaitre son eventuel toxicite. A cette fin, le developpement 
de technologies d'imagerie non invasives et puissantes en termes de seuil de detection et de 
stabilite est necessaire pour surmonter le manque actuel d'outils efficaces. Les potentiates 
des nanoparticules ont beneficie ces dernieres annees d'une grande attention de par leurs 
proprietes attrayantes en termes de sensibilite, de specificite et de stabilite, permettant un 
suivi a long terme (quantum dot, nanofluomag, nanocristaux harmoniques ect ..) La haute 
resolution associee aux techniques optiques et notamment a la microscopie non lineaire 
represente un atout majeur pour les etudes de tracking in vivo chez le petit animal notamment 
parce que la microscopie non lineaire est associee a I'imagerie du vivant du fait de sa faible 
phototoxicite mais egalement parce que que le rayonnement infra-rouge permet une imagerie 
en profondeur. C'est dans ce contexte que le marquage des cellules hMuStem isolees par 
I'equipe de Karl Rouger a ete realise avec les nanoparticules BFO harmoniques developpees 
par Luigi Bonacina et qu'il a pu etre demontre qu'il etait possible d'imager les cellules 
marquees, in situ dans le muscle de souris, 24 heures apres leur administration (Dubreil et al., 
2017). 

Ce marquage des hMuStem est essentiel pour connaitre leur biodistribution mais il est 
egalement indispensable de s'assurer que les nanoparticules ne modifient pas ou peu les 
proprietes de hMustem. Le travail realise dans le cadre de ce stage de Master2 a consiste a 
mettre au point des outils afin d'etudier I'effet des nanoparticules sur la motilite des cellules 
hMuStem, leur engagement dans la voie myogenique et leur differenciation en cellules 
musculaires. Le protocole mis au point en videomicroscopie pour suivre la motilite des cellules 
avec et sans nanoparticules a permis de montrer que dans 75% des cas les nanoparticules 
harmoniques modifiaient peu ou pas la motilite des cellules hMuStem 24 heures apres leur 
marquage. Ainsi, 3 lots cellulaires sur les 4 analyses, ne montrent pas d'effet significatif des 
nanoparticules sur la motilite des cellules hMuStem marquees. 
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Le 4 eme lot cellulaire qui se distingue des 3 autres voit par contre sa motilite diminuee d'un 

facteur 2 en presence de nanoparticules a Jl. C'est une information a ne pas negliger et qu'il 
faudra confirmer sur un plus grand nombre de lots cellulaires. Cet effet de ralentissement 
des nanoparticules sur la motilite des cellules confirme a J4 pour 2 lots sur les 4 peut avoir 
des consequences majeures sur la dissemination des hMuStem marquees et administrees in 
vivo chez I'animal. 

Un lot cellulaire sur 3 exprime davantage Pax7 en presence de nanoparticules. De meme un 
lot sur trois exprime davantage MyF5 en presence de nanoparticules alors qu'aucune 
difference significative n'est observee entre les cellules marquees et non marquees 
concernant I'expression de MyoD. Cet effet des nanoparticules sur I'expression des facteurs 
myogeniques des cellules hMuStem est un element important a considerer qu'il faudra 
confirmer sur un plus grand nombre de lots du fait de I'heterogeneite des resultats. En effet, 
I'acceleration ou le retardement de I'engagement myogenique des cellules marquees peut 
etre un indicateur de la modification du comportement des cellules marquees et constitue un 
critere eliminatoire pour I'utilisation des nanoparticules BFO . 

En revanche, les nanoparticules harmoniques ne semblent pas alterer les proprietes de 
differenciation cellulaire des hMuStem en cellules musculaires. En effet, les experiences 
realisees en milieu de culture deplete en serum ont montre qu'il y avait aucune difference 
significative sur le niveau d'expression de la myogenine et de la myosine entre les cellules 
marquees et non marquees. Ces donnees en faveur de la neutrality des nanoparticules vis-a- 
vis des cellules hMustem devront egalement etre confirmees sur un plus grand nombre de 
lots. 
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Conclusion 


Ainsi les outils developpes en microscopie et en analyse d'image au cours de ce stage, 
permettent d'analyser la motilite des cellules hMustem, I'expression des facteurs 
myogeniques (de Pax7 a MyoD), la differentiation des cellules en cellules musculaires et la 
localisation des cellules hMuStem in situ dans le muscle de souris, ceci en presence ou non de 
nanoparticules. Les resultats obtenus montrent que les nanoparticules n'ont pas strictement 
le meme effet suivant les lots de cellules hMuStem analyses. Aux vues de ces resultats, II 
apparait indispensable d'analyser un plus grand nombre de lots cellulaires de hMuStem avant 
de conclure sur la neutrality ou les effets que pourraient avoir les nanoparticules sur les 
cellules marquees. II apparait egalement important de determiner si la difference observee 
entre les lots (motilite, expression des facteurs myogeniques) est liee a une difference de 
charge en nanoparticules dans les cellules. Enfin les etudes de localisation cellulaire in situ 
dans le muscle devront etre effectuees a plus de 1 jour post administration. Pour cela, des 
souris immunodeprimees seront injectees avec des cellules hMuStem marquees avec les 
nanoparticules et les prelevements musculaires seront effectues 1 mois post administration. 
Des suivis de la biodistribution des cellules marquees pourront etre egalement envisages a 
plus long terme chez la souris en utilisant les techniques de microscopie biphotonique en 
intravitale. 
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Annexes 


Etapes a realiser sous image J pour proceder au Tracking 
cellulaire via le plugin de tracking manuel 
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Selectionner le plugin 
Tracking (« Manuel 
Tracking »)_ 


Calibrer le temps et en x,y 
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Demarrer le tracking (Add 
Track) 



Terminer (End Track) et 
sauver avant export sous 
Excell 


























Exemple de tableaux de donnees mises en forme pour 

l'analyse statistique 


t REFERENCE 

LOT 

Traitement temps 


mobilite jours 

C1 

53p4 

nanos 

2 

77 jl 

C1 

53p4 

nanos 

5 

465 jl 

C1 

53p4 

nanos 

8 

1176 jl 

C1 

53p4 

nanos 

10 

1830 jl 

C2 

53p4 

nanos 

2 

534,152 jl 

C2 

53p4 

nanos 

5 

1413,403 jl 

C2 

53p4 

nanos 

8 

2355,258 jl 

C2 

53p4 

nanos 

10 

2636,177 jl 

’ C3 

53p4 

nanos 

2 

364,041 jl 

1 C3 

53p4 

nanos 

5 

943,344 jl 

; C3 

53p4 

nanos 

8 

1759,714 jl 

1 C3 

53p4 

nanos 

10 

2388,591 jl 

! C4 

53p4 

nanos 

2 

234,354 jl 

: C4 

53p4 

nanos 

5 

499,256 jl 

i C4 

53p4 

nanos 

8 

618,404 jl 

: C4 

53p4 

nanos 

10 

734,032 jl 

i C5 

53p4 

nanos 

2 

150,3 jl 

: cs 

53p4 

nanos 

5 

382 jl 

i C5 

53p4 

nanos 

8 

599,29 jl 

; cs 

53p4 

nanos 

10 

755,35 jl 

C6 

53p4 

nanos 

2 

166,011 jl 

C6 

53p4 

nanos 

5 

509,573 jl 

C6 

53p4 

nanos 

8 

614,3 jl 

C6 

53p4 

nanos 

10 

781,343 jl 

C7 

53p4 

nanos 

2 

278,981 jl 

C7 

53p4 

nanos 

5 

792,976 jl 

C7 

53p4 

nanos 

8 

1135,697 jl 

C7 

53p4 

nanos 

10 

1256,253 jl 

C8 

53p4 

nanos 

2 

118,419 jl 

ro 

_ C 3eufl 

_____ 

c 

*nc ;i 

1 ► M 1 pop53 / 06071 , 

pop34 

pop69 






Analyses statistiques des donnees Cytoo 


Resultat du test de student pour la population 53 Jl: 


Traitement 


Test Student unilateral 


Nanos/sans nanos 

Temps 

t-value 

p-value 

data:n 


2 

-6,37952757 

l,6008E-08 

30 


5 

-5,70502403 

2,077E-07 

30 


8 

-5,71269305 

2,018E-07 

30 


10 

-5,87393132 

l,0988E-07 

30 


Resultats pour la population 53 J4 


Traitement 


Test Student unilateral 


Nanos/sans nanos 

Temps 

t-value 

p-value 

data:n 


2 

-5,62269173 

2,8286E-07 

30 


5 

-4,45262675 

l,9587E-05 

30 


8 

-5,00911815 

2,718E-06 

30 


10 

-4,62374177 

l,0772E-05 

30 


Resultats du test de student pour la population 69 jl 


Traitement 


Test Student unilateral 


Nanos/sans nanos 

Temps 

t-value 

p-value 

data:n 


2 

1,68619892 

0,04856512 

30 


5 

-0,09386446 

0,46277017 

30 


8 

-0,916971493 

0,18147742 

30 


10 

0,062126133 

0,475337993 

30 


Resultats du test de student pour la population 69 j4 


Traitement 


Test Student unilateral 


Nanos/sans nanos 

Temps 

t-value 

p-value 

data:n 


2 

-0,35853929 

0,36062078 

30 


5 

1,03312355 

0,15291739 

30 


8 

1,30386095 

0,09871617 

30 


10 

1,53028347 

0,06569143 

30 


Tout comme dans la population precendente I'hyptothese Ho est rejettee, il y a done une difference 


significative entre les deux populations en presence de nanoparticules 







Resultats pop 71 j 1 






















































Etude: NanoInVivo 
Immuno-marquage Lamin A/C 
Lames congelees - Fluo 

Anti-lamin A/C monoclonal de lapin (Abeam, Abl08595) 


17.0270 TAd 

lame 1,21,41 

Souris injectee MuStem + nano 

17.0270 TAdg 

lame 1, 21 

Souris injectee MuStem 

Muscle de chien 

Temoin positif Lam A/C 



1. Coupe 


Decongeler les lames. 1 h, TA 

Entourer les prelevements au Dako Pen 
Immerger les lames dans du PBS. 5 min 

2. Permeabilisation 

Triton X100 a 0,3% dans PBS. 10 min, T°A 

Rincer dans du PBS. 3x5 min, T°A 

3 . Saturation 


4. Incubation de I'anticorps primaire 

Monoclonal Ig G de lapin anti Lamin A/C dilue au 
1/500 

Diluant: solution de saturation 


Incuber.1 h, 37°C 


Rincer dans du PBS. 

..3x5 min, T°A 

5. Incubation ACIIaire 


Invitrogen) 

Dilution 1/300 dans du PBS 
Incuber. 

.1 heure, T°A 

Lavage PBS. 

.3x5 min, T°A 

6. Contre coloration 


DRAQ5 dilution au 1/1000 

.15 min, T°A 

Lavage PBS. 

.... 3x5 min, T°A 

7. Montage des lames 

















Processus d'analyse des differents marqueurs 

cellulaires 



Z project Maxlntensity 


Stack X,Y,Z,A 



Nucleus 



Noyaux 


Marqueur 


Automatic 



Origine Gaussian Automatic threshold Open 

blur 1 "Mean Dark" 




Ultimate point Analyze 

detection particles 


• Add nucleus 

• Center on nucleus 

• Delete miss match 


Nucleus staining 


Automatic 



Origin threshold found in fonction of Dilate 

negative control 


Erode Colocalization Staining with 

nucleus detection 


Cytoplasmic staining 

Automatic 


Origine Gaussian blur 1 Automatic threshold Open Colocalization Dilate to see positive 


"MinError dark" nucleus 




















































